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ABSTRACT 
The Use of Microsatellite (Simple Sequence Repeat/SSR) 
Markers in Rice as an Alternative of DUS Test in Plant 
Variety Protection. This study was conducted at the 
Indonesian Center for Agricultural Biotechnology and Genetic 
Resources Research and Development to seek the feasibility of 
using SSR markers for DUS testing in rice variety. Released 
variety Fatmawati together with seven other reference varieties 
were analyzed using genetic analyzer for their variability, ten 
SSR markers were used. Hundred and twenty five alleles 
located on chromosomes 1, 2, 5, 6, 7, 10, and 11 were detected 
in eight varieties studied, where the number of alleles ranging 
from 6 (BPC) to 33 (Fatmawati), with the predominant 
markers such as RM11 on Fatmawati, Maros, Barumun, 
Gilirang, and Memberamo varieties, RM237 on Cisadane and 
BP630 varieties, and RM133 and RM287 markers on BPC 
variety. The genetic distance-based results in the unrooted 
neighbor-joining tree revealed that the eight varieties as well as 
their populations clustered separately. Genetic variability 
within each variety indicated that these varieties were still in 
higher degree of heterogeneity. This demonstrated the power 
of SSR marker in differentiating varieties as well as population 
within variety, which, therefore, SSR marker could be 
recommended in plant variety protection. 
Keywords: Rice varieties, microsatellite markers, DUS Test, 
plant variety protection. 
ABSTRAK 
Penelitian ini dilaksanakan di Balai Besar Penelitian dan 
Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertani-
an untuk mencari kemungkinan penggunaan marka mikrosate-
lit untuk uji BUSS pada varietas padi. Varietas padi Fatmawati 
dan tujuh varietas pembandingnya dianalisis keragamannya 
menggunakan genetic analyzer dengan sepuluh marka mikro-
satelit. Terdapat seratus dua puluh lima alel pada kromosom 1, 
2, 5, 6, 7, 10, dan 11 pada delapan varietas padi yang diuji, de-
ngan kisaran alel dari 6 (BPC) sampai 33 (Fatmawati), dengan 
marka-marka utama RM11 pada varietas Fatmawati, Maros, 
Barumun, Gilirang, dan Memberamo, RM237 pada Cisadane 
dan BP630 varieties, serta marka RM133 dan RM287 pada 
varietas BPC. Berdasarkan jarak genetiknya dalam pohon ke-
terkaitan, kedelapan varietas dan populasinya mengelompok 
secara terpisah. Keragaman genetik dalam setiap varietas me-
nunjukkan bahwa varietas tersebut masih memiliki heterogeni-
tas yang tinggi. Hal ini menunjukkan kemampuan marka 
mikrosatelit dalam membedakan varietas maupun populasi 
dalam varietas, sehingga dapat direkomendasikan untuk di-
gunakan dalam perlindungan varietas tanaman. 
Kata kunci: Varietas tanaman padi, marka mikrosatelit, per-
lindungan varietas tanaman, uji BUSS. 
PENDAHULUAN 
BUSS (Baru Unik Seragam dan Stabil) meru-
pakan persyaratan utama dalam perlindungan varie-
tas tanaman yang harus dievaluasi melalui uji sub-
stantif, untuk membuktikan sifat kebaruan, keunik-
an, keseragaman, dan kestabilan dari varietas yang 
dimintakan hak perlindungan varietas tanamannya. 
Selama ini pembedaan varietas baru dengan varietas 
yang sudah ada dilakukan secara morfologis. Tetapi 
karena varietas yang dihasilkan pada umumnya me-
miliki tetua yang tidak berbeda jauh sehingga se-
cara morfologis susah dibedakan. Apalagi untuk va-
rietas tanaman yang berasal dari spesies dengan ke-
ragaman genetik yang sempit, seperti misalnya 
manggis, hal ini sangat sulit untuk dilakukan. De-
mikian pula dengan tanaman hias yang diperbanyak 
secara vegetatif, di mana varietas baru dapat diper-
oleh dari (i) pemuliaan konvensional melalui per-
silangan dan seleksi atau (ii) variasi yang terjadi 
secara spontan atau melalui induksi dari varietas 
asal. 
Sesuai dengan pedoman UPOV No. TG/16/4, 
untuk uji BUSS varietas tanaman padi, diperlukan 
pengamatan 99 karakter, baik yang bersifat kualita-
tif maupun kuantitatif, yang terdapat pada daun, ba-
tang, malai, dan biji. Untuk itu, diperlukan keahlian 
khusus dari pelaksana uji BUSS agar dapat membe-
dakan karakter tersebut pada varietas yang diuji. 
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Daradjat et al. (2004) dalam simulasi uji BUSS 
varietas padi Fatmawati, dengan mengamati 59 
karakter dari 99 karakter yang dianjurkan UPOV, 
memperoleh hasil sebagai berikut: (a) terdapat se-
jumlah karakter yang secara unik menjadi pembeda 
antara varietas unggul tipe baru (VUTB) Fatmawati 
dengan varietas lain, yaitu warna daun (hijau tua), 
keberadaan bulu daun (halus kasarnya daun di ba-
wah daun bendera), laju senesen daun, dan lemma 
mandul yang berwarna merah, dan (b) keseragaman 
penampilan karakter panjang daun, lebar daun, su-
dut daun bendera, tebal batang, panjang batang atau 
tinggi tanaman, panjang malai utama, jumlah malai 
per rumpun, eksersi malai, panjang lemma mandul, 
bobot 1.000 butir gabah bernas, panjang gabah, 
lebar gabah, dan panjang beras pecah kulit relatif 
kurang seragam.  
Selama ini UPOV, organisasi perlindungan 
varietas tanaman internasional dengan Konvensi 
UPOV 1978 yang diperbaharui dengan Konvensi 
UPOV 1991 membedakan varietas baru dengan va-
rietas yang sudah ada menggunakan karakter mor-
fologis. Sampai saat ini UPOV belum merekomen-
dasikan penggunaan teknik molekuler untuk uji 
BUSS. Meskipun demikian, UPOV terus melaku-
kan pengkajian penggunaan marka molekuler se-
perti mikrosatelit. 
Mikrosatelit (SSR = simple sequence repeat) 
merupakan salah satu marka molekuler yang berupa 
urutan di-nukleotida sampai tetra-nukleotida yang 
berulang dan berurutan. SSR merupakan marka ge-
netik yang bermanfaat karena bersifat kodominan, 
dapat mendeteksi keragaman alel pada tingkat 
tinggi, serta mudah dan tidak terlalu mahal untuk 
dianalisis dengan menggunakan polymerase chain 
reaction (PCR). 
SSR telah banyak digunakan untuk keperluan 
pemuliaan (McCouch et al., 1997; USDA-ARS, 
2003), analisis genetik (Rongwen et al., 1995; 
Olufowote et al., 1997; USDA-ARS, 2003; Saini et 
al., 2004; Ritschel et al., 2004; Kirst et al., 2005; 
Thomson et al., 2007), dan untuk perlindungan va-
rietas tanaman (Xie, 2001; De Riek, 2001; Cooke 
dan Reeves, 2003; Ibanez dan Eeuwijk, 2003). 
Mengingat kompleks dan banyaknya karakter 
yang harus diamati dengan teliti, agar dapat diper-
oleh perbedaan yang pasti antara varietas yang di-
mintakan perlindungan dengan varietas pemban-
ding, yang tentu saja diperlukan keahlian khusus, 
maka untuk memudahkan pekerjaan tersebut perlu 
dicarikan alternatif uji BUSS yang lebih cepat te-
tapi akurat. 
Untuk itu, penelitian ini dimaksudkan untuk 
menjajagi kemungkinan penggunaan SSR untuk ke-
perluan uji BUSS. 
BAHAN DAN METODE 
Bahan Tanaman 
Benih dari 22 tanaman individual varietas 
padi Fatmawati dan tujuh varietas pembanding yang 
dinilai paling mirip dengan Fatmawati, yaitu 
BP68C-MR-4-3-2 (tetua betina) yang untuk sing-
katnya ditulis BPC, Maros (tetua jantan), Cisadane, 
BP630, Barumun, Gilirang, dan Memberamo diper-
oleh dari pemulia Balai Besar Penelitian Tanaman 
Padi, Sukamandi. 
Penetapan Genotipe SSR 
Benih dari tanaman yang akan dianalisis di-
tumbuhkan dalam pot di rumah kaca Balai Besar 
Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan 
Sumberdaya Genetik Pertanian (BB-Biogen). Daun 
muda diambil dari satu tanaman dari setiap nomor 
tanaman untuk dianalisis DNA-nya. Hal ini dilaku-
kan untuk mendeteksi heterosigositas dari masing-
masing tanaman. Ekstraksi DNA dilakukan dengan 
menggerus daun di dalam nitrogen cair dalam ta-
bung mikrofuge dengan menambahkan bufer eks-
traksi Tris/SDS (100 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM 
EDTA pH 8, 500 mM NaCl, 1,25% SDS (b/v), 0,38 
g Na bisulfit per 100 ml bufer), ekstraksi dengan 
chloroform yang dilanjutkan dengan pengendapan 
menggunakan etanol. Estimasi konsentrasi DNA di-
lakukan dengan menggunakan elektroforesis pada 
gel agarose, untuk selanjutnya dilakukan peng-
enceran masing-masing sampel menjadi 5-10 ng/l. 
Sepuluh marka mikrosatelit dipilih dari marka 
yang sebelumnya digunakan untuk analisis diversi-
tas genetik dari Oryza sativa, yang terdapat di lebih 
dari setengah jumlah kromosom padi, terutama 
yang mengikuti pola mutasi berjenjang (Tabel 1, 
Garris et al., 2005). Panel multiplex dirancang 
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untuk menjalankan marka di masing-masing panel 
berdasarkan kisaran ukuran alel yang telah di-
publikasikan (Temnykh et al., 2000). Untuk setiap 
marka, forward primer dilabel dengan salah satu 
dari tiga label Xuorescent (D2, D3, dan D4) untuk 
dijalankan pada alat Beckman CEQ 8000 meng-
gunakan pewarna WellRED (Proligo, Boulder, CO, 
USA, IDT, Coralville, IA, USA). Pereaksi PCR 
mengandung 0,75 U Fast Start Taq (Roche Applied 
Science, Indianapolis, IN, USA) dengan volume 
reaksi 20 μl yang berisi: FastStart 10x PCR bufer 
dengan 2 mM MgCl2, 10 mM campuran dNTP, 5 
μM primer forward dan reverse, dan 15-30 ng DNA 
genom. Pereaksi tersebut dijalankan selama 35 
siklus dengan menggunakan program touchdown 
PCR (touchdown annealing pada 60-55oC). 
Masing-masing marka dijalankan pada pereaksi 
PCR terpisah, dan produk amplifikasinya disatukan 
sebelum ditempatkan di gel. Kedua panel dioptima-
si dengan menyesuaikan dilusi masing-masing pro-
duk amplifikasi untuk menyamakan kekuatan signal 
dari masing-masing panel. Fragmen dipisahkan ber-
dasarkan ukurannya melalui elektroforesis kapiler 
menggunakan Beckman CEQ 8000 Genetic Analy-
zer. Ukuran alel diperoleh dengan menggunakan 
perangkat lunak analisis fragmen Beckman, yang 
diikuti dengan binning secara manual untuk marka 
dengan ukuran alel sedang. Data genotipe marka 
untuk ketujuh varietas dengan 10 marka mikrosate-
lit dapat dilihat pada Tabel 1. 
Analisis Data 
Jumlah alel per lokus, frekuensi alel utama, 
keragaman genetik, nilai informasi kandungan 
polimorfisme (PIC = polymorphism information 
content), dan nilai F ditentukan dengan mengguna-
kan PowerMarker versi 3.23 (Liu dan Muse, 2005). 
Analisis filogentik dan jarak genetik dilakukan 
mengikuti cara yang dilakukan oleh Cafalli-Sforza 
dan Edwards (1967) yang dilanjutkan dengan pem-
buatan filogeni mengikuti cara yang ada dalam 
PowerMarker. 
Tabel 1. Data sepuluh marka SSR berlabel yang digunakan dalam multiplexing. 
Alel utama 




jarang (bp)* Ukuran (bp) Frek (%) 
PIC 
2 D2 (Hitam) RM214 7 (CT)14 114-168 4 162 161 57 0.547
2 D3 (Hijau) RM11 7 (GA)17 122-148 11 124 137 33 0.885
2 D3 (Hijau) RM144 11 (ATT)11 220-283 5 250 220 48 0.881
2 D4 (Biru) RM237 1 (CT)18 119-151 8 121 133 41 0.723
2 D4 (Biru) RM171 10 (GATG)5 321-345 5 321 342 43 0.343
3 D2 (Hitam) RM133 6 (CT)8 189-233 2 228 227 71 0.593
3 D3 (Hijau) RM287 11 (GA)21 95-157 5 152 115 66 0.774
3 D4 (Biru) RM250 2 (CT)17 114-192 3 182 154 67 0.554
3 D3 (Hijau) RM259 1 (CT)17 120-179 5 162 154 67 0.866
3 D4 (Biru) RM507 5 (AAGA)7 216-304 3 251 257 91 0.746
* Yang dimaksud alel jarang adalah alel dengan frekuensi <5%. 
Tabel 2. Frekuensi alel untuk sampel varietas yang diuji. 
 
Varietas Jumlah alel Lokus/alel utama (bp) Frekuensi (%) 
Lokus/alel jarang 
(bp) Frekuensi (%) 
 Fatmawati 33 RM11/139 33 RM214/144 3 






 Maros 17 RM11/135 24 RM214/118 5 
 Cisadane 11 RM237/135 50 RM259/156 9 
 BP360 16 RM237/129 70 RM144/220 6 
 Barumun 18 RM11/137 20 RM507/257 5 
 Gilirang 11 RM11/137 27 RM214/162 9 
 Memberamo 13 RM11/137 23 RM259/148 7 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Dengan 10 marka mikrosatelit telah dapat di-
deteksi sebanyak 125 alel yang tersebar pada kro-
mosom 1, 2, 5, 6, 7, 10, dan 11 dari delapan varietas 
yang diuji. Sedangkan banyaknya alel dari masing-
masing marka mikrosatelit berkisar antara 2 
(RM133) dan 11 (RM11) dengan rata-rata 5 alel per 
mikrosatelit. Nilai PIC berkisar antara 0,343 
(RM171) dan 0,885 (RM11) dengan rata-rata 0,691 
(Tabel 1). Nilai kisaran ini sama seperti yang diper-
oleh Thomson et al. (2007) dengan 30 marka 
mikrosatelit. Hal ini menunjukkan bahwa 10 marka 
mikrosatelit telah cukup untuk memperoleh tingkat 
polimorfisme yang sama dengan penggunaan 30 
marka. 
Pembedaan dan Keragaman Varietas 
Sepuluh marka mikrosatelit yang digunakan 
memberikan jumlah alel yang berbeda pada delapan 
varietas yang diuji. Banyaknya alel berkisar antara 
6 (BPC) dan 33 (Fatmawati), di mana Marka RM11 
merupakan marka utama yang terdapat pada varie-
tas Fatmawati, Maros, Barumun, Gilirang, dan 
Memberamo, RM237 pada Cisadane dan BP630, 
dan marka RM133 dan RM287 pada BPC. Hal ini 
menunjukkan bahwa marka-marka tersebut merupa-
kan marka yang dapat digunakan sebagai penciri 
dari varietas yang terkait dengan marka tersebut. 
Hasil tersebut sesuai dengan penggunaan mikrosa-
telit pada tanaman hias (De Riek, 2001), pada ta-
naman anggur (Ibanez dan Eeuwijk, 2003), pada 
padi (Saini et al., 2004), pada melon (Ritschel et al., 
2004) dan pada tanaman hutan (Kirst, 2005). Se-
dangkan keberadaan alel yang jarang dari setiap 
varietas yang diuji menunjukkan bahwa varietas ter-
sebut masih beragam. 
Pohon keterkaitan telah disusun berdasarkan 
jarak genetik dari delapan varietas yang diuji (Gam-
bar 1). Selanjutnya terlihat bahwa kelompok popu-
lasi varietas menempati posisi yang berbeda, de-
ngan masing-masing varietas populasinya masih 
terpisah. Meskipun demikian terlihat juga bahwa 
populasi varietas Fatmawati memiliki sebaran yang 
paling luas dan menyebar pada klaster yang lainnya. 
Hal ini menunjukkan besarnya keragaman genetik 
dari populasi Fatmawati yang diuji. Hal ini akan le-
bih jelas kalau kita perhatikan Gambar 2 yang me-
nunjukkan bahwa pada umumnya populasi varietas 
yang diuji, kecuali BPC, masih beragam. Semuanya 
itu menunjukkan bahwa mikrosatelit tidak hanya 
dapat digunakan untuk mendeteksi perbedaan antar 
varietas, tetapi dapat juga digunakan untuk mende-























Gambar 1. Gabungan pohon keterkaitan hubungan genetik dari delapan varietas. 
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Karakterisasi secara morfologis yang dilaku-
kan oleh Daradjat et al. (2004), berdasarkan karak-
terisasi UPOV, diperoleh sejumlah karakter yang 
secara unik menjadi pembeda antara VUTB Fatma-
wati dengan varietas-varietas lain, yaitu warna daun 
(hijau tua), keberadaan bulu daun (halus kasarnya 
daun di bawah daun bendera), laju senesen daun, 
dan lemma mandul yang berwarna merah. Meski-
pun demikian mereka juga mendapatkan bahwa ke-
seragaman penampilan karakter-karakter panjang 
daun, lebar daun, sudut daun bendera, tebal batang, 
panjang batang atau tinggi tanaman, panjang malai 
utama, jumlah malai per rumpun, eksersi malai, 
panjang lemma mandul, bobot 1.000 butir gabah 
bernas, panjang gabah, lebar gabah, dan panjang 
beras pecah kulit relatif kurang seragam. 
Hasil-hasil di atas menunjukkan bahwa ber-
dasarkan uji BUSS varietas Fatmawati yang secara 
resmi telah dilepas sebagai varietas padi unggul 
baru masih belum seragam sehingga secara teoritis 
tidak dapat diberi perlindungan PVT serta belum 
layak dilepas sebagai varietas unggul baru. 
Pertimbangan ke Depan Pemanfaatan 
Mikrosatelit untuk Uji BUSS 
Uji BUSS yang dilaksanakan melalui peng-
amatan morfologis 42 karakter kualitatif dan 23 ka-
rakter kuantitatif memerlukan kejelian dan keteram-
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pilan dari penguji yang terlatih. Untuk melaksana-
kan uji BUSS harus dilakukan budi daya tanaman 
yang dimulai dari persiapan tanam sampai panen 
dengan pengamatan berbagai karakter selama pe-
riode itu. Selain waktu (5 bulan) juga biaya yang di-
perlukan untuk uji BUSS (budi daya, uji laborato-
rium untuk amilosa, hama dan penyakit, serta peng-
amatan 59 karakter) tersebut mencapai Rp 34,2 juta 
(tiga puluh empat juta dua ratus ribu rupiah). 
Secara molekuler diperlukan penyiapan ba-
han tanaman, ekstraksi DNA, dan analisis moleku-
ler yang perlu waktu seluruhnya 1 bulan. Adapun 
biaya yang diperlukan (primer, bahan kimia, pe-
nyiapan DNA, dan pelaksanaan) mencapai Rp 21,5 
juta. Tapi berbeda dengan uji BUSS yang dilakukan 
melalui pengamatan morfologis, fisiologis maupun 
biokemis dari karakter yang harus diamati, marka 
ini hanya dapat memberikan perbedaan genetis se-
cara total. Tidak membedakan masing-masing ka-
rakter secara molekuler. 
Dari hasil penelitian ini maupun hasil peneli-
tian sebelumnya (De Riek, 2001; Ibanez dan 
Eeuwijk, 2003; Ritschel et al., 2004; Saini et al., 
2004; Kirst et al., 2005; Thomson et al., 2007) 
menunjukkan bahwa marka mikrosatelit dapat digu-
nakan untuk membedakan varietas maupun individu 
dalam varietas. Hal ini akan sangat penting dalam 
hal pembuatan varietas turunan esensial (VTE), di 
mana disebutkan dalam Pasal 14 ayat (5) b Konven-
si UPOV Tahun 1991 tentang Konvensi Internasio-
nal untuk Perlindungan Varietas Baru Tanaman 
maupun dalam Pasal 6 ayat (5) a dan b Undang-
Undang No. 29 Tahun 2000 tentang Perlindungan 
Varietas Tanaman yang lebih dirinci lagi dalam 
Peraturan Pemerintah No. 13 Pasal 2 ayat (3) yang 
menyatakan bahwa VTE harus mempertahankan 
ekspresi sifat-sifat esensial dari varietas asal, tetapi 
dapat dibedakan secara jelas dengan varietas asal 
dari sifat-sifat yang timbul dari tindakan penurunan 
itu sendiri. Sifat varietas asal yang harus diper-
tahankan paling sedikit 70%. 
KESIMPULAN 
Marka mikrosatelit dapat digunakan untuk 
mendeteksi perbedaan antar varietas maupun untuk 
mencirikan varietas, di mana marka RM11 merupa-
kan marka utama yang terdapat pada varietas Fat-
mawati, Maros, Barumun, Gilirang, dan Membera-
mo, RM237 pada Cisadane dan BP630, dan marka 
RM133 dan RM287 pada BPC. 
Baik secara morfologi maupun secara mole-
kuler terbukti bahwa kedelapan varietas yang diuji 
masih belum seragam. Khusus untuk varietas 
Fatmawati yang dijadikan varietas simulasi uji 
BUSS, hasil tersebut menunjukkan bahwa varietas 
Fatmawati keragamannya masih tinggi sehingga 
tidak dapat diberi perlindungan PVT dan belum 
layak dilepas sebagai varietas unggul baru, karena 
masih belum seragam. 
Atas dasar pertimbangan waktu, biaya, dan 
ketelitian, marka mikrosatelit dapat diusulkan se-
bagai alternatif uji BUSS di masa depan. 
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